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研究成果の概要（和文）：糖尿病を合併した虚血性疾患の成人患者の末梢血・骨髄・血管内皮よ
り血管内皮前駆細胞(EPC)を単離し，ALDH活性によりAlde-Highおよび-Low EPCの分離を試み，
分離した Alde-High および-Low EPC において細胞増殖能・遊走能・虚血改善能を検討した 
 
研究成果の概要（英文）：We isolated Endothelial progenitor cells (EPC) derived from 
peripheral blood / bone marrow / the blood vessel wall of the adult patient of the ischemia 
that merged diabetes-related disease and tried separation of Alde-High and -Low EPC by 
ALDH activity and examined cell proliferation ability / migration ability / ischemia 
improvement ability. 
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１．研究開始当初の背景 
 狭心症・心筋梗塞・閉塞性動脈硬化症など
の虚血性疾患に対して，骨髄・末梢血由来血
管内皮前駆細胞(以下 EPC)を用いた治療の臨
床応用が国内外で行われている．しかしなが
ら，糖尿病を合併している場合，難治性であ
ることが多数報告されている(Abaci et al., 
Circulation, 99:2239-42, 1999)． 
 近年，EPC には階層性があり，未分化で増
殖能の高い EPC と，増殖能の低い EPC が混在
していることが報告された (Ingram et al., 
Blood, 104: 2752-60, 2004)．しかし，増殖
性の高い EPCを分離するのに有効なマーカー
については，現在まで報告がなかった． 
 申請者は，EPC を用いた細胞治療効果を上
げるには，増殖能および治癒効果の高い EPC
を単離することが必須であると考え，その特
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異的発現マーカーの探索を行い，虚血改善能
の高い細胞群の分離に成功した．しかし，こ
の研究結果は臍帯血由来 EPC のため，実際の
治療に用いるためには，患者由来 EPC で確認
することが必要であった． 
２．研究の目的 
 本研究では，これまでの研究成果と問題点
を踏まえ，虚血改善能の高い EPC の自家移植
に向けた解析を行った．すなわち糖尿病を合
併した虚血性疾患の成人患者の末梢血・骨
髄・血管内皮より EPC を単離し，ALDH 活性に
より Alde-High および-Low EPC の分離を試み
た．分離した Alde-High および-Low EPC にお
いて細胞増殖能・遊走能・虚血改善能を検討
した．さらに分子生物学的なアプローチによ
り，EPC の創傷治癒能に影響を与える因子群
を解明し，さらなる治療法を探索した． 
３．研究の方法 
○ 末梢血由来 EPC の単離方法と培養法の確
立： 
 増殖性の高い EPC の単離において，CD34 を
指標とするよりは，ALDH 活性を指標に分離し
た方が，増殖能を反映することが分かってい
る．そこで，本申請において，末梢血由来 EPC
が，臍帯血由来 EPC 同様に，ALDH 活性を指標
に分離可能かどうか検討した．加えて，増殖
性の高い末梢血由来 EPC の培養法において，
従来の血管内皮細胞増殖因子（VEGF, b-FGF, 
EGF, IGF-1）を含む EBM-2 培地が有効なのか，
それとも他の培地が最適なのかについて併
せて検討を行った. 
細胞増殖能の検討；細胞(EPCあるいはHUVEC)
を 5x104/dish の割合で 35mm dish に plating
し，毎日 3枚ずつトリプシンを用いて細胞を
剥がし，トリパンブルー染色にて細胞数をカ
ウントした． 
細胞遊走能の検討； 
in vitro 実験：トランスウェル (24well, 孔
直径 8mm) の上層に細胞を 5x104 個 plating
し，下層にヒト SDF-1 を 200 ng/ml の濃度で
配置した．6 時間後にトランスウェルをメタ
ノール固定・染色し，孔を通過した細胞数を
カウントした． 
in vivo 実験： Cyclosporin-A を 20 mg/kg
の濃度で免疫抑制をかけた C57/B6 マウスの
背部に，皮弁の先端が虚血により壊死に至る
3cm x 2cm のコの字型切開を加えた．GFP ラ
ベルした EPC 5x105 個を尾静脈より静脈注射
し，24 時間後に皮弁に生着した GFP 陽性細胞
数をカウントした． 
虚血改善能の検討；Cyclosporin-A を 20 
mg/kgの濃度で免疫抑制をかけたC57/B6マウ
スの背部に，皮弁の先端が虚血により壊死に
至る 3cm x 2cm のコの字型切開を加えた．GFP
ラベルした EPC 5x105 個を尾静脈より静脈注
射し．7 日後に皮弁の壊死領域の面積を測定
した． 
４．研究成果 
60 代および 70 代の糖尿病を合併した虚血性
疾患患者末梢血(G-CSF 投与) ５例より，EPC
の単離および ALDH 活性による分離を行い，
患者由来 Alde-High および-Low EPC を単離培
養することに成功した．有茎皮弁虚血モデル
マウスにおいて，糖尿病を合併した虚血性疾
患の成人患者由来 Alde-Low EPC は Alde-High 
EPC と比較して優れた創傷治癒効果を示した．
Alde-Low EPC で発現の高い CXCR4 について
shRNA 法を用いて発現を抑制した EPC を作成
し同様の有茎皮弁モデルマウスに用よした
ところ，EPC における CXCR4 の発現抑制によ
り創傷治癒効果の抑制が観察された．逆に，
Alde-High EPCにCXCR4を強制発現させたEPC
では，不完全ながら創傷治癒効果の改善がみ
られた．以上のことより，EPC の創傷治癒効
果について，CXCR4 が重要であることが示唆
された． 
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